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論 文 内 容 要 旨
序 論
牛乳 ア レル ギーは.牛 乳 タンパ ク質 が ヒ トの母乳 の タンパ ク質 と異 な る こと
によって起 こる免疫学 的 な疾 患で ある。 ヒ トに とって異種 タンパ ク質 であ る牛
乳 タンパ ク質 が消化 管 の中で 充分分解 されず,抗 原性 を有 した まま体 内 に吸 収
され るために起 こ り,特 に消化 管 や免疫機 能の未発 達 な乳幼児 に発症 しやす い。
牛乳 ア レルギーでは,牛 乳 中の β一ラク トグ ロブ リンや αs一カゼ イ ン,そ の他 の タ
ンパ ク質が ア レルゲ ン とな るが,中 で も,β 一ラク トグロブ リンは,人 乳中 に存
在 しない こ とか ら抗原 性 が高 い と言 われてい る。牛乳 は乳児 用調製 粉 乳 の主 要
な原料 で ある ことか ら,乳 児 の依 存度 も高 く,こ れ を摂 取で きない ことは乳児栄
養 学上 大 きな問題 であ る。 したが って,牛 乳 中のア レルゲ ンであ る タンパ ク質,
特 に,β 一ラク トグ ロブリ・ン,α 飾カ ゼイ ンの抗原 性 を低 下 させ る 目的 で,主 と し
て二つ の方法 が試 み られて きた。 そ の一 つ が加熱処 理 であ り,も う一 つが酵 素
による加 水分解 であ る。
ホエー タ ンパ ク質 を加熱処理 す れば,比 較 的容易 に変性 し,そ の抗原性 も低 下
す るが,熱 安定性 の高 いカ ゼ インで はあ ま り効 果が な い と言 われて い る。そ こ
で,一 部 では加熱 処理 した ホエ ー タ ンパ ク質 をベー ス とする乳児用調 製粉 乳 の
製 造が推 奨 されて きた。 しか し,牛 乳 を加 熱 す るこ とに よっ て起 こる メ イラ ー
ド反応 に よ り,新 た なア レルゲ ンの形成 や有効 性 リジ ンの損 失が問題 視 され て
い る。
一方
,酵 素加水分解 による牛乳 タンパ ク質の抗原性 の低下方法 は,タ シ パ ク質
分子 中 に存 在 す る抗原決定 部位 を,直 接酵 素 に よ り分解 さ倖 る という点 で,卯
熱処 理 よ り確実性 のあ る方 法 とい え る。 しか しなが ら,酵 素 加水 分解 におい て
は,分 解 に伴 い苦味 ペ プチ ドが生成 し,こ の苦味 を持 つペ プチ ドか ら調製 した乳
児用 調製 粉乳 は風 味 の点で 忌避 され てい る。通常,牛 乳 タンパ ク質 か らの苦 味
ペ プチ ドの生成 は,そ のC末 端 に疎水 性 ア ミノ酸 が位 置す る場合 に生 じる一と言
われてお り,こ れは牛乳 タ ンパ ク質 のア ミノ酸組成 上,酵 素分解 において ほ とん
ど避 け る ことがで きない と考 え られ る。 したが って,こ の低 ア レルゲ ン化 と風
味 の低 下 とい う二つの 課題 を同時 に満足 す るペ プチ ドの 開発 は困難 で ある との
判 断か ら,一 つ は,牛 乳 ア レルギー に罹 った乳児 の治療用 と してア レルゲ ン性低
下 を重視 した もの,も う一つ は,ア レルギー乳児 治療用 とい うよ りも,予 防の観
点 か ら,前 者 よ りア レルゲ ン性 は低 くはないが,風 味 に重 きを置 いたペプチ ドを
開発す ることに した。
上記 の 目的 に沿 って,前 者 の 牛乳 ア レルギー乳児 治療用 の低 ア レル ゲ ン性ぺ
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プチ ドの開発 においては,カ ゼ インを基質 と して,一 旦生 じた苦味 ペ プチ ドを分
解 す るために,ペ プチ ダーゼ活性 の高 い酵 素 をス ク リーニ ングす ると ともに,低
阻止率逆浸 透膜 や電気 透析 膜 に よる苦味ペ プチ ドの除去 の可 能性 につ いて検 討
した。 また,後 者 にお いて は,ア レルゲ ン性 のみ ならず風 味 に重 き を置 くた め,
ホエ ー タ ンバ ク質 を基 質 と して,苦 味 ペ プチ ドを生 じない程 度 の酵 素 に よる 限
定加水 分解 に よ り,低 ア レルゲ ン化が 図れ る条件 を検 討 した。
1.カ ゼ インか らの風 味 良好 な低 ア レルゲ ン性ペ プチ ドの製造法
1-1.酵 素 の ス ク リー ニ ン グ
カゼ イン か ら風 味 の優 れ たペ プチ ド混 合物 を調製す る ために,起 源 の異 な る
酵素15種 類 を対象 に,苦 味 を指標 として評価 し(Taロe1),一 次 スク リーニ ン グ
に よ り、的pelg曲5$p.由 来 のプ ロテ アーゼ4454,Apαgガ1鵬 αγz躍θ由来 の プロ テ
ア「ゼA,R飯zqρ 鵬sp.由 来 のプ ロテアー ゼ3545お よびpenfd1加 加dご加 ㎝ 由来 の
プロテ アーゼB(い ずれ も,天 野製薬(株)製)の4酵 素 を選択 しだ)。 これ ら
の酵素 で調 製 したペ プチ ド混合物 は,苦 味 が非常 に少 な く,な かで も,プ ロテ ア
ーゼ3545に よる もの は
,ほ とんど苦味 を感じ なか った。また,ダ ンパ ク分 解力 を;
分解 物 中のペ プチ ド濃度 お よび平均 ペ プチ ド鎖長 の経時変化 か ら比較 した と こ
ろ,プ ロテ アーゼ3545と4454は,他 の酵 素 に比べ ては るか に分解力 が強か った
(Hg.1)。 これ は,酵 素中 に混在 して いるペ プチ ダーゼ活性 の 差 による もの
であ る。
また,ペ ブチ ドアナ ライザ ー(東 洋紡績(株)製)を 使 用す るこ とに よ り,-分
解 物 の平 均 ペプチ ド鎖長 の推定が可 能 とな った(Hg.』2,3)'。 さ らた,平 均 ペ
プチ ド鎖長 と分解物 の苦味 との関係 か ら,平 均 ペ プチ ド鎖 長 を2以 下 にすれば,
苦味 は急激 に弱 くな るこどを明 らか に した(Fig.4)。
プロテアーゼ3545は,プ ロ リン(P),グ ル タ ミン酸(E)お よび トリプ トフ ァ『
ン(W)を,プ ロテ アーゼ4454は,フ ェニル アラニ ン(F),イ ソ ロイシ ン(1),
アルギニ ン(R);ア スパ ラギ ン酸(N)お よび トレオニ ン(T)を そ れぞれ特
異的 に遊離 する ことを明 らか に した(Fig.5)。
1-2.カ ゼ インを基質 とす るペ プヂ ド混合 物の調 製 』1
カ ゼ イ ン を基 質 と し て,上 記 の》酵 素,'プ ロ デ ア ーゼ4454と プ ロテ ア・」 ゼ
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3545お よび1鋤f加5sp.由 来 の プロテ アーゼS(天 野製薬(株)製)を 組 み合 わせ
て,酵 素反応 を行 い,加 水 分解物 を調 製 した勿。 この カゼ イン加水 分解 物 は低 ア
レルゲ ン化 されたペ プチ ドとい う意味 でHypoa皿e!9㎝icpe凶de(以 下,HAPと 略
記)と 呼 ぶ こ とに す る。 このHAP中 に存 在 す るペ プチ ドの分 子 量 は すべ て
1,700以 下で あった(Fig.6)。 モルモ ッ トーモ ルモ ッ ト系 の受 け身皮膚 アナ フィ
ラキ シー反応(以 下,PCA反 応 と略 記)を 実施 したところ,カ ゼイ ンで感作 さ
せ,カ ゼイ ンで惹起 させ た場合 はすべて陽性 とな り,抗 体価2以 上 と判定 され た
(Eg.7,肱 口e2)。 これ に対 して,カ ゼ イ ンで感作 させ た後,HAPで 惹起 させ
た場 合 は すべ て陰性 であ った。 ま た,HAPで 感作 させた場合 は,カ ゼ イ ンお よ
びHAPい ずれで惹起 して も,陽 性 とは な らな かった。 この こ とか ら,カ ゼ イ ン
とHAPと は交差抗原性 をもたない こ とが示 唆 された。
さらに,ウ サギ抗 カゼ イン抗 血清 を用 い た加 磁mの 系 であ るinhibhonELlSAで
の結 果 よ り,HAPの 抗原性 は,未 分解 の カゼイ ンに比較 して111ぴ 以下 に低 下 し
てい る ことを明 らか に した(Fig.8)。
このHAPは 苦味 も少 な く,風 味 の良 い牛 乳 ア レルギ ー乳児用 ミル ク の素材 と
して適 してい ると判 断 した。
1-3.カ ゼイ ンを基 質 とす るペ プチ ド混合 物の調製 一2
カゼ イ ンを基質 と して,プ ロテ アーゼ4454,プ ロテアーゼ3545お よびプ ロテ ア
ーゼSの3種 類 の プロテ アーゼの うち
,2種 類 を組 み合 わせ て酵素反応 を行 い,タ
イ プの異 な る2種 類 のHAPを 調 製 した3)。両HAPの 抗原 性 につ いてr～ウスーラ ッ
ト系 のPCA反 応(Hg.9,TabEe3,4)とinhibhonELISA(Hg.10)を 実施 した と
ころ,両 者 のア レルゲ ン性 に違 いが 認 め られ た。 ア レルゲン性が高 い と判 断 さ
れたHAPに は,他 方 のHAPに 認 め られ,ない分子 量1,700以 上 の高 分子 画分 が見
出 され た(Fig.11)こ とか ら,こ れ らの高分子 の存在 が ア レル ゲ ン性 に影響 し
た もの ζ思 われた。
1-4..低 阻止率 逆浸 透膜(以 下,LRO膜 と略記)処 理 に よるHAPの
風味改善
牛 乳 ア レルギー乳 児用 に使 用 したHAPは,従 来の 同種 のペ プチ ドに比 較す る
と苦 味 は少 ないけれ ども,遊 離 ア ミノ酸 を約30%含 有 して いるこ とか ら,遊 離 ア
ミノ酸 由来 の好 まレ くない風 味が 感 じられ る。 よって,LRO膜 によ る苦味 ペ ブ
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チ ドお よび遊離 ア ミノ酸 の除去 を試 みた→。操 作 圧力 を高 くす る と,oBxを 指標
とす る見掛 けの阻止率(Rの 、)も 高 くな り風 味改 良の効果 が顕著 に認め られな く
な った(Fig.12>。LRO膜 処 理 は,回 分 濃 縮法(以 下,BC法 と略記)と 回分 濃
縮後 透析 ろ過 を行 う方 法(以 下,(BC+DF)法 と略 記)で 行 った。BC法 で は,
窒素成 分 に比べて灰 分 が よ り濃 縮 され たが,(BC+DF)法 ではその 逆であ っ、た
伽ble5)。 また,遊 離 ア ミノ酸 はいず れの方法 で も,親 水性 と疎水性 に大 きな
差は認 め られなかった潮 遊離 ア ミノ酸 の減少率は,BC法 に比べて,(BC十DF)
法 で著 しか った(Hg.13)。LRO膜 処 理 は遊離 ア ミノ酸 の 除去 には有効 な手 段
であ ったが,苦 味 ペプチ ドの除去 には殆 ど効 果 が認 め られなか った。
1-5.電 気 透析(以 下,EDと 略記)処 理 によるHAPの 風味改善
上 記のLRO膜 処理 と同様 に,HAPの 風 味改 良の ため にED処 理 につ いて検 討
した5)。ED処 理 は,通 常灰分 の除去 に利 用 され るが,灰 分 だけで な く窒素成 分,
糖質 お よび遊離 ア ミノ酸 も除 去 され る(丁 乞ble6)。 ア ミノ酸 に関 しては,ED処
理 に よって,親 水 性 の高 い グル タ ミン酸 やアスパ ラギ ン酸が大 きく減少 した
(Fig.14)。 これ らの ア ミノ酸 は呈 味性 の高 い ア ミノ酸 で あるため,分 解物 の
風味 に大 きく影響 していた。 しか し,ED処 理 によ りこれ ら のア ミノ酸 が除去 さ
れ,ア ミノ酸 由来 の風味 改善 に効 果が認 め られ た。
H.ホ エー タンバ ク質か らの風 味良好 な低 ア レルゲ ン性ペ プチ ドの酵 素的
製造法
H-1.酵 素 の ス ク リー ニ ン グ ーi
ホエー タ ンバ ク濃縮物(wr℃)質 を基質 と して,風 味 の良い低 ア レルゲ ン化
ペ プチ ドの開発 を行 った。鴨 ℃ を起源 の異 なる13種 類 の プロテア胃ゼで分解 し,
ホエー タ ンバ ク質加水分解 物 を調製 した。。 この分解物 も,上 記 と同様 に低 ア レ
ルゲ ン化 されたホ土一 タンパ ク質 由来 のペ プチ ドとい う意味 でHAP-Wと 略記 す
る。動 物臓器起源 の トリプシン,パ ンク レアチ ン,魚 の内臓起源 のペ プシン,植
物起 源 のプ ロメ ライ ンF,パ パ イ ンW」40,細 菌起源 のアルカラ ーゼ2.4L,ニ ュ ー
トラーゼ0.5L,ニ ュー トラ ーゼ1.5MG,プ ロテア ーゼN,プ ロ レザ ー,サ モ ア ー
ゼ,プ ロチ ンP及 び プ ロチ ンAを 用 いた。 こ のHAP・WをHPLC分 析,電 気 泳動 分
析,官 能 評 価 お よ びinhiHd㎝ELlSAに よ り評 価 し た 。 そ の 結 果,1伽 伽5
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比heπf加 ㎡5由 来の アルカ ラーゼ2.4L(ノ'ボ 社),働f伽5sp.由 来 のプ ロ レザ ー
お よび αrj(3P昂μi坦由 来のパパ イ ンW」40(以 上,天 野 製薬株)の3酵 素 は,特 異
的に β一ラク トグ ロブ リンを分解 し,低 ア レルゲ ン化ペ プチ ドの調製 に効果 があ っ
た(Fig.15)。 特 に,バ バ イ ンW40で 調製 したHAP-Wは 抗原 性 と官能評価 の 両
面 で他 の酵 素 よ り優 れてい た。
H-2.酵 素 の ス ク リー ニ ング ー2
同 じく,WPCを 基 質 として,風 味 の良 い低 ア レルゲ ン化 ペ プチ ドを開発 す る
ことを目的 と して,カ ビ起 源 の14種 類 の プ ロテアーゼ を用 いてWPCを 加水 分 解
した。使用 した酵素 は,柳elg丑1麗 α:y圏θ起源 の酵 素8種 類(ス ミチ ー ムLP,AO
一エ ンザ イム,A(》S,A(>Sタ イブH,プ ロテアー ゼA,プ ロテ アーゼMプ ロチ ン
FNお よ び オ リエ ン ター ゼON),A5pe」9π1ロsmeπe認 由 来 の ス ミチ ー ムMP,
Apα9π1ロ5s飾d由 来 の モル シンF,R海dlfロmd叩 ㎝ ㎡由来 のPI>酵 素,肉pα8π1雌
吻 鵬 由来 のIP・酵素及 び柳e㎎ ガ1㏄1ガgα・由来 の2酵 素(プ ロチ ンFAと オ リエ ン
ターゼ20A)で ある。 このHAP・WをHPLC分 析,電 気泳動分析,官 能評価 お よび
囲b武i㎝EHSAに よ り評価 した。 その 結果,先 に述 べ た ババ イ ンw40で 調 製 し
たHAP-Wよ り優 れた もの を見 出せ なか った。、
H-3.酵 素 の組合 せ に よるHAP-Wの 調製
単独 の酵 素 での低 ア レルゲ ン化 ペ プチ ドの調 製 には限界 が あ るこ とか ら,酵
素 を組 み 合 わせ てHAP-Wの 調製 を行 ♂ 。 その結 果,バ バ イ ンW40と プロ レザ
ーの組合 せ に よ り
,非 常 に低 い抗原 性 を持つHAP-Wを 調 製で きた。基 質で あ る
WPCを 加熱 に よって変性 させ なが ら酵素分解 す る ことによ り,単 に酵素分解 す
る よ りもア レルゲ ン性 の低 い分解 物 が得 られ る との知 見 に基 づ いて,反 応 温 度
を二段 階 に組 み合 わせて行 っ た。比較 的熱 に 耐性 のあ るパ パ ィ ンW」40と 他 の酵
素 を組 合せ,最 初 は50℃ で3時 間反応 を行 った後,70℃ でさ らに3時 間反応 を行 っ
た 。 ζ のHAP.Wの 抗 原 性 は,β 一ラ ク トグ ロブ リン を 指 標 と す るinhibidoa
ELlSIAに よ り,未 分解 のWPCと 比較 して111,000以 下 に低下 してい る事、を明,らか
に した(Flg.16)。
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H-4.UF膜 分画 したHAP-Wの ア レルゲ ン性
UF膜 処理 の低 ア レルゲ ン化効果 を調べ る目的で,WPCを トリプ シ ンで分解 し
たHAP。Wを,MF膜 処理 を行 っ た後,2,000,6,000お よび20,000の 各UF膜 で 分
画 し,分 子量測定(Hg.17),電 気泳動分析 お よびi面bitionEIJSAに よる免疫 反
応試 験(Fig.18)を 実施 した8)。MF膜 処 理 を行 うことに よ ってHAP・W中 の不 溶
解物 は除去 され たが,分 子量分布 には大 きな変化 は認 め られな か った。UF膜 処
理後の 抗原性 は処理 前 に比 べて1!30～1!200に 低 下 してい た。膜 による分画 は,
低 ア レルゲン化 ペ プチ ドの調製 に有効 な手段 であ ることがわか った。
v
H-5.前 処理 と しての高圧 処理 の効果 の検 討
酵 素反応 の前処理 と して,加 熱 お よび高圧処 理の影 響 につ いて調べ た9)。高圧
処理 する ことに よ り,WPC中 の β一ラク トグ ロブ リンが大 きく減少 したが,α 一ラ
ク トアル ブ ミンには ほ とん ど変 化 がなか っ た(Fig19)。 加熱処理 で は,β 一ラ
ク トグロブリ ン,α 一ラク トアルブ ミン ともに加熱条 件 の強 さに伴 って減少 した
くHg.20)。 加熱 お よび高 圧処理 を前処 理 として行 った後,酵 素分解 す る こ と
によ り,単 に酵 素処理す る場合 よ り大 きな抗原性 の低 下 が認 め られ たが,両 者 の
処理方法 の違い は,酵 素加 水分解後 の ア レルゲ ン性 の差 には反 映 され なかっ た
(Hg.21,22)。 さ らに,加 熱処理 の場 合 に比較 して,歩 留 りの向上 が認 め られ
る ことを明 らか に し,産 業化 に大 きく近づ けた(Table7)。 ・
総:括
カゼイ ンか ら風味 の良好 な低 ア レル ゲ ン性 ペ プチ ド(HAP)を 製造 する こ と
を目的 と して各種 タンパ ク加水 分解酵 素 をス ク リーニ ング し,HAP調 製用酵 素
と して,Ape㎎ 丑1認α)栩 θ由来 のプロ テ アーゼ4454とR漉(脚 卵p.由 来 の プロ テ
アーゼ3545を 見 出 した。 この二 つ の酵素 を組 み合 わせ て調 製 したHAPの 抗原 性
は,未 分 解 のカ ゼイ ンに比較 し11104に 低 下 してい た。 また,HAPは 苦 味 も少 な
く,風 味 の良い牛 乳 ア レル ギー乳児用 ミル クの素材 と して適 してい る と判 断 さ
れた。
このHAPは,従 来の同種 のペ プチ ドに比較す れば,苦 味 も少 な く,風 味 が良 い
と評価 されたが,遊 離 ア ミノ酸 を約30%含 んで いるこ とか ら,遊 離 ア ミノ酸 由来
の好 ま しくない風 味 が 感 じられ た。 そ こで,HAPの 風 味 改善 を 目的 と して,
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LRO膜 お よびED処 理 につ いて検 討 した 。LRO膜 お よびED処 理 共 に,遊 離 ア ミ
ノ酸 の除 去 に有効 であ る こ とを見 出 したが,苦 味 ペ プチ ドの 除去 にはい ずれ の
膜 処理 も効 果 を見 出す こ とがで きな か った。 よって,風 味の 良 いペ プチ ドを製
造す る には,酵 素の選択 が最 も重要 であ る と考 え られ る。
以上 の知 見 が もとに な り,カ ゼイ ンか らの風味 良好 な低 ア レルゲ ン性ペ プチ
ドを商 品化 す るこ とに成功 した。
次 ぎに,ホ エー タンバ ク質か ら風 味 の良 い低 アレルゲ ン性 ペ プチ ド(HAP-W)
を製造 す るこ とを 目的 として,各 種 タンパ ク加水分 解酵 素 を スク リー ニ ング し
た。酵 素 として,動 物臓 器 由来 の3種 類,植 物 由来 の2種 類,細 菌 由来 の8種 類 お
よび カビ起源の14種 類 の以 上卸種類 の酵 素 を用 いてWPCを 加水分解 し,調 製 さ
れた分解 物 をHPLC分 析,電 気 泳 動分析,官 能評価 およびinhb廿onEHSAに よ り
評価 した。 その結 果,単 独 の酵素 で は,植 物 由来 のパパ イ ンW・40を 用 いて調 製
したHAP-Wが 抗原性 お よび風 味 にお いて優 れてい た。 また,こ のパ パイ ンW40
と細菌 由来の プロ レザ ー を組合 せ,高 温 に保 ち ながち分 解 を行 うことに よ り,さ
らに抗原性 お よび風味 に優 れたHAP・Wが 得 られ る ことを見 出 した。
低 ア レル ゲ ン化 ペ プチ ド製造時 にお け る酵素 反応 の前 処理 と して,加 熱 と高
圧処理 につ いて比 較検討 した。その結果,両 者 共 に低 ア レル ゲ ン性 の効果 が認
め られ たが,高 圧処理 は,熱 安定 な タ ンパ ク質 におい て有効 で ある ことが示唆 さ
れた。
以上,乳 タンパ ク質 を酵 素で加 水 分解 し,風 味 の良好 な低 ア レルゲ ン性 ペ プ
チ ドを製造す る技 術 を開発 した。HAPを 利用 した牛乳 ア レル ギ ー疾患用粉 ミル
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論 文 審 査 の 要 旨
食品アレルギーは食品中のタンパク質によってひき起こされる免疫学的疾患である。食品アレ




を分解させる方法を導入し,し かも酵素反応生成物中に ともすれば生 じ易い苦味ペプチ ドの生成
をおさえながら,目 的とする牛乳アレルギーに罹患 した乳児の治療用の低アレルゲン性食品,並
びにより風味良好なアレルギー予防のための乳由来の食品の製造に関するものである。
カゼインを原料としアレルゲン性を低下 させ,し かも苦味のない食品を得るために広 く酵素剤









質濃縮物と比較 して1/1,000以 下に低下した。かくして,ホ エーより風味良好な低ア レルギー性
の食品を製造することに成功 した。 この食品については現在市販が検討 されている。
以上,本 研究は牛乳中に含まれるアレルギー性タンパク質をタンパク分解酵素の作用を利用 し
て,低 アレルギー性のしかも苦味のない風味良好な食品製造法を確立したもので,審 査員一同本
研究者に博士(農 学)の 学位を授与するに価するものと認定した。
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